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Modifizierte Cytochrom P450-Monooxy9enasen 

Die vorliegende Erfindung betrifft modifizierte Cytochrom 
5 P450-Monooxygenasen mit verandertem Substratprof il, dafur kodie- 
rende Njikleinsauresequen.zen, Expressionskonstrukte und vektoren, 
rekombiriante Mikroorganismen, welche diese Vektoren enthalten so- 
wie Verfahren zur mikrobiologischen Herstellung terminal oder 
subterminal hydroxy lierter aliphatischer CarbonsSuren. 

10 

Die Monooxygenase mit der Bezeichnung P450 BM-3 ist ein Cytochrom 
P450-Enzym aus Bacillus megaterium und besitzt eine ausgepragte 
Sequenzhomologie mit P450-Enzymen aus SSugern (1). Aufgrund die- 
ser Ubereinstimmungen stellt P450 BM-3 ein ausgezeichnetes Mo- 

15 dellsystem fur diese Klasse von P450-Enzymen dar. P450 BM-3 hy- 
I droxyliert in erster Linie langkettige gesSttigte Fettsauren an 
ihrem m-l-, a>-2- und a)-3-Kohlens toff atom. Amide oder Alkoholana- 
loga und Epoxide langkettiger ungesattigter Fettsauren werden 
ebenfalls umgesetzt (1-3). Die katalytische AktivitSt fiir gesSt- 

20 tigte Fettsauren ist abhangig von der Ketteniange, wobei das Ket- 
tenlangen-Optimum bei 14 bis 16 Kohlenstof fatomen liegt. Das En- 
zym zeigt keine Jcatalytische^AktivitSt fUr Fettsauren-mit einer 
Kettenlange von weniger als 12 ^Kohlenstof fatomen (1). 

25 Zusammenfassunq der Erfindn^ g 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Cytochrom 
P450-Monooxygenase-Mutanten bereitzustellen, welche im Vergleich 
zum Wildtyp-Enzym ein modif iziertes Substratprof il zeigen. Insbe- 

30 sondere sollten neue Mutanten bereitgestellt werden, welche ge- 
sattigte aliphatische Carbonsauren in anderer Kettenposition hy- 

' droxylieren und/oder eine modifizierte Substratspezif itat besit- 
zen. Vor allem sollten Mutanten bereitgestellt werden, welche ka- 
talytische Aktivitat gegenuber aliphatischen CarbonsSuren mittle- 

35 rer Kettenlange, insbesondere mit einer Kettenlange von 8 bis 12, 
wie z. B. 8 bis 10 Kohlenstof fatomen besitzen, und diese subter- 

minalr vor allom an don Po B itionftn nv . i, m--? nn^/^^j- ^^.j hydroiry 

lieren . 

40 Diese Aufgaben wurden uberraschenderweise gelost durch Bereit- 
stellung modif izierter Cytochrom P450-Monooxygenasen, welche 
durch eine Kombination aus gerichteter Evolution und ortsspezifi- 
scher Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs im Vergleich 
zum Wildtyp ein verandertes Reaktivitatsmuster bei der terminalen 

45 und/oder subterminalen enzymatischen Hydroxy lierung von aliphati- 
schen Carbonsauren zeigen. 
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Bin "verandertes Substratprof il" bedeutet in Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung a) eine Verbesserung der Reaktivitat der Mutante 
gegeniiber zumindest einer hydroxylierbaren aliphatischen Carbon- 
saure oder einem hydroxylierbaren Carbonsaurederivat im Vergleich 
zum Wildtyp-Enzym und/oder b) eine Verschiebung der bevorzugten 
terminalen oder subterminalen (w-l, (0-2, (0-3, (o-4, insbesondere 
co-1 bis (0-3) Hydroxylierungsposition an wenigstens einer hydroxy- 
lierbaren Carbonsaure oder einem hydroxylierbaren Carbonsaurede- 
rivat . 

Die erfindungsgemaBen Monooxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet 
von Cytochrom P450 Monooxygenasen der Enzymklasse B.C. 1.14.-.-, 
insbesondere aus der P450-Faniilie CYP102, und sind eukaryotischen 
Oder prokauryotischen, insbesondere bakteriellen ursprungs. 

Eine besondera bevorzugte Gruppe von Mutanten ist abgeleitet von 
Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 aus Bacillus meqateriim mit ei- 
ner Aminosauresequenz gemafl SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine 
funktionale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbe- 
reiche aufweisti 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 und 
352-356, mit der MaBgabe, dass mehr als einer dieser Bereiche mu- 
tiert ist, wenn das Bnzym die Mutation F87A tragt; sowie funktio- 
nale Aquivalente dieser Mutanten. 

25 Die jeweilige Mutation wird im Rahmen der vorliegenden eeschrei- 
bung im Aminos aure-Einbuchstabencode angegeben- Vor der Zahl, 
welche die Sequenzposition der Mutation bezeichnet, ist die ur- 
sprungliche AminosSure, nach der Zahl die modifizierte Aminosaure 
angegeben . 

Eine -funktionale Mutation" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfasst einen Aminosaureaustausch in den genannten Sequenzberei- 
chen, welcher zu einem "veranderten Reaktivitatsmuster" gemafl 
obiger Definition fiihrt. 

Besonders bevorzugt sind erf indungs gemafl P450 BM-3-Monooxygenase- 
Mutanton, wolcho wonigot e np jo oino funktionalo Mutation in flpn — 
Aminosauresequenzbereichen 86-88 und gegebenenf alls 172-224 (ge- 
mafl SEQ ID NO: 2) enthalten. 



20 



30 



35 



40 

Eine erste Gruppe (A) geeigneter Mutanten weisen wenigstens exnes 
der folgenden Aminosauresubstitutionsmuster auf: 

a) F87V; 

45 b) F87A, L188K; 

c) F87V, L188K; 

d) F87A, L188K; A74G; 
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e) P87V, L188K, A74G; 

f) F87A, L188K, A74G, R47F; 

g) F87V, L188K, A74G, R47F; 

h) F87A, L188K, A74G, R47F, V26T; Oder 
5 i) F87V, L188K, A746, J147F, V26T; 

sowie funktionale Aquivalente davon. 

Bine weitere Gruppe (B) geeigneter Mutanten weist eine einzelne 
10 der folgenden Aminos^uresubstitutionen auf: 



a) 


V26T, 


b) 


R47F, 


c) 


S72G, 


d) 


A746, 


e) 


F87V, 


f) 


Ll88z, 




und 


g) 


M354T; 



Q, N, G, A Oder S steht. 



20 



sowie funktionale Aquivalente davon . 



30 




In obigen Auf stellungen sind die^Aminosauren im Einbuchstabencode 
angegeben. Die, durch Mutation. erzeugte neue. Ajninosaure steht 
25 rechts.neben der Posit ions angabe fUr die Mutation. 

Unter "funktionalen Aquivalenten" versteht man erf indungsgemaB 
Mutanten, welche in wenigstens einer der oben genannten Sequenz- 
positionen eine andere als die konkret genannte Aminosauresubsti- 
tution aufweisen^ aber trotzdem zu einer Mutante fuhren, die 
ebenso wie die konkret genannte Mutante ein gegenuber dem Wildtyp 
''verandertes Reaktivitatsmuster" gemaB obiger Definition zeigen- 
Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben, wenn 
die Veranderungen im Reaktivitatsmuster qualitativ ubereinstim- 
35 men. 

"FunKtionaxe Aquxvaiente" umtassen nat iiriich auch ~" 

P450-Monooxygenase-Mutanten, welche in gleicher Weise wie die 
konkret genannten P450 BM3-Mutanten durch Mutation von P450-Enzy- 

40 men aus anderen Organismen zuganglich sind. Beispielsweise lassen 
sich durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen 
festlegen. Mit den modernen Methoden des Molecular Modeling kon- 
nen dann in Anlehnung an die konkreten Vorgaben der Erf indung 
aquivalente, das Reaktionsmuster beeinf lussende Mutationen vorge- 

45 nommen werden. 
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"Funktionale Aquivalente" umfassen ebenso die durch eine oder 
mehrere zusatzliche AminosSure-Additionen, -Substituenten, -Dele- 
tion n und/oder -Inversionen erhaltlichen Mutanten, wobei die ge- 
nannten zusatzlichen veranderungen in jeglicher Sequenzposition 
5 auftret n kSnnen, solange sie zu einer Mutante mit "verandertem 
Reaktivitatsmuster" im obigen Sinne fuhren. 

Gegenstand der Erfindung sind atiJJerdem Nukleinsauresequenzen, ko- 
dierend fUr eine mutierte Monooxygenase oder ein "funktionales 
10 Aquivalent" gemaJJ obiger Definition. Diese Sequenzen sind vor- 
zugsweise von SEQ ID NO: 1 durch Austauach von Codons entspre- 
chend der obigen Aminosauresiibstitutionsmuster erhSltlich. 

ErfindungsgemaB umfasst sind auch solche NukleinsSuresequenzen, 
15 die sogenannte stuirane Mutationen umfassen oder entsprechend der 
I codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- oder wirtsorganismus 
Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz verSndert sind, 
ebenso wie naturlich vorkommende Varianten davon. 

20 Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Express ionskonstrukte, 
enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulativer Nuklein- 
sauresequenzen eine fur eine erf indungsgemaBe Mutante kodierende 
NukleinsSuresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines 
dieser Expressionskonstrukte. 



un 



25 




Vorzugsweise umfassen die erf indungsgemSBen Konstrukte 
5'-stromaufwarts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen 
Promoter und 3'-stromabwarts eine Terminatorsequenz sowie 
gegebenenfalls weitere iibliche regulative Elemente, und zwar 
30 jeweils operativ verknupft mit der kodierenden Sequenz. Unter 
einer operativen Verknupfung versteht man die sequentielle 
Anordnung von Promoter, kodierender Sequenz, Terminator und gege- 
benenfalls weiterer regulativer Elemente derart, dass jedes der 
regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der 
35 kodierenden Sequenz bestimmungsgemafl erfUllen kann. Beispiele fur 
operativ verknupfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie 

Translationsverstarke r, Enhancer, Polyadenyiierungssignaxe und 

dergleichen . 

40 Zusatzlich zu den artif iziellen Regulationssequenzen kann die na- 
tUrliche Regulationssequenz vor dem eigentlichen Strukturgen noch 
vorhanden sein. Durch genetische Veranderung kann diese naturli- 
che Regulation gegebenenfalls ausgeschaltet und die Expression 
der Gene erhoht oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann 

45 aber auch einfacher aufgebaut sein, das heiflt es werden keine zu- 
satzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und 
der naturliche Promoter mit seiner Regulation wird nicht ent- 
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f rnt. Statt dessen wird die naturliche Regulationssequenz so mu- 
ti rt, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert oder verringert wird. Die Nukleinsauresequenzen konnen 
in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

5 

Beispiele fur Eromotoren sind: cos-^ tac-^ trp-^ tet-, trp-tet-, 
Ipp-r lac-, Ipp-lac-, laclq-, T5^, gal-, trc-, ara-, 

1-PR- Oder im 1-PL-Promotor, die vorteilhafterweise in 
gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die gram-positi- 
10 ven Promotoren amy und SP02, die Hefepromotoren ADCl, MFa , AC, 
P-60, CYCl, GAPDH oder die Pf lanzenpromotoren CaMV/35S, SSU, DCS, 
lib4, usp, STLSl, B33, nos oder der Ubiquitin- oder Phaseolin- 
Promotor • 

•15 Prinzipiell konnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regula- 
tionssequenzen verwendet werden. Dariiber hinaus konnen auch syn- 
thetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Ex- 
20 pression der Nukleinsauresequenzen und der Proteinexpression er- 
moglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus be- 
deuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert oder uberex- 
primiert^wird,^.oder^dass-.es sofort exprimiert und/oder uberexpri- 
miert wird. 

25 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhohen 
Oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen 
Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
30 indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "En- 
^^^k hancer" verwendet werden. Daneben ist aber auch eine Verstarkung 
der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der 
mRKA verbessert wird. 

35 Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 

eines geeigneten Promoters mit einer geeigneten Monooxygenase-Nu- 

kleoT:j,asequenz sOWle eln em T erminator- odei P olyadeuylierun gs^ 

signal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- und Klonie- 
rungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, 

40 E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Herman und L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., 

45 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. 
and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 
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Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor insertiert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermoglicht. Vektoren sind dem Fach- 
5 mann wohl bekannt und konnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" 
(Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind aufier Plasmiden auch 
alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise 
Phagen, Viren, wie SV40, CMV, Baculovirus und Adenovirus, Trans- 
10 posons, iS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare Oder zirku- 
lare DNA zu verstehen. Diese Vektoren kSnnen autonom im Wirtsor- 
ganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

Mit Hilfe der erf indungsgemaJ3en Vektoren sind rekombinante Mikro- 
15 organismen herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens ei- 
I nem erf indungsgemaflen Vektor trans formierbar sind xind zur Produk- 
tion der Mutanten eingesetzt werden kSnnen. Vorteilhafterweise 
werden die oben beschriebenen erf indungsgemafien rekombinanten 
Konstrukte in ein geeignetes Wirt s system eingebracht und expri- 
20 miert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelaufige 
Klonierungs- und Trans fektionsmethoden verwendet, um die genann- 
ten NukleinsSuren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression 
zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current 
Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al., Hrsg., Wiley 
25 Interscience, New York 1997, beschrieben. 

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemaflen NukleinsSuren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer funktionellen Aquivalente oder Derivate er- 
30 moglichen. Unter wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, 
Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Se- 
ver zugte organismen sind Bakterien, wie seiche der Gattungen 
Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces , Bacillus 
Oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorganismen , wie Saccharomy- 
35 ces cerevisiae, Aspergillus, hdhere eukaryotische Zellen aus Tie- 
ren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. 



Gewunschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren, wie insbesondere Mausen, Schafen oder 
40 transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den 

transgenen Organismen kann es sich auch um sogenannte Knock-Out 
Tiere oder Pflanzen handeln, in denen das korrespondierende endo- 
gene Gen ausgeschaltet wurde, wie z. B. durch Mutation oder par- 
tielle Oder vollstandige Deletion. 

45 
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Gegenstand der Erfindung sind auBerdem biochemische Verfahren zur 
enzymatischen Herstellung von terminal oder subterminal (co-l bis 
co-4) hydroxy lierten aliphatischen Carbonsauren, die dadurch ge- 
kennz ichnet sind, dass man 

5 

al) einen erf indungsgemaBen rekombinaaten Mikroorganismus in Ge- 
genwart eines Kulturmediums , das wenigstens eine hydroxylier- 
bare Carbons&ire oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbon- 
saurederivat enthMlt, kultiviert; oder 

10 

a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxylier- 
bare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares Carbon- 
saurederivat, mit einer erf indungsgemaBen Mutante inkubiert; 
und 

•» 
b) das gebildete hydroxylierte Produkt oder Produktgemisch aus 
dem Medium isoliert. 

Im erf indungsgemaBen Verfahren sind die Carbonsauren per se, oder 
20 Derivate davon, wie insbesondere Ci-C4-Alkylester oder Carbinsau- 
reamide , einset zbar • 

Bevorzugt werden^im^erf indungsgemaBen yerfeOiren als hydroxy lier- 
bare CarbbnsaLure Cs-Cao-Monocarbonsauren oder Derivate davon ein- 
25 setzt. 

Besonders bevorzugt verwendet man im erf indungsgemaBen Verfahren 
als hydroxylierbare Carbonsaure eine C8-Ci2-Monocarbonsaure oder 
ein Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante gemaB obiger 
30 Gruppe (A) . 

^H^^ GemaB einem anderen erf indungsgemaBen Verfahren verwendet man als 
hydroxylierbare Carbonsaure eine Ci2-C3o-Monocarbonsaure oder ein 
Derivat davon und als Monooxygenase eine Mutante ausgewahlt unter 
35 den Einf achmutanten F87A, F87V, V26T, S72G, A74G und M354T, und 

den Meh rf achmutanten f ) bis i) gemaB obiger Gruppe (A) einsetzt. 

Wird das Verfahren mit angereichertem oder gereinigtem Enzym 
durchgefiihrt, so werden beispielsweise folgende Reaktionbedingun- 
40 gen eingestellt: 



Substratkonzentration: 0,1 bis 20 mg/ml 

Enzymkonzentration: 0,1 bis 10 mg/ml 

45 Reaktionstemperatur: 20 bis 40 ©C 

PH: 6 bis 8 
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puffer: bis 0,2 M Kaliumphosphat, 

Oder Tris/HCl 

Elektronendonor: wird bevorzugt portionsweise zu- 

gegeben (Anf angskonzentration 
etwa 0,1 bis 2 mg/ml). 
vor dem Start der Reaktion durch Zugabe der Elektronendonors kann 
zur Aktivitatssteigerung Aceton in einer Konzentration von 1 bis 
5 % (v/v) zugegeben und kurzzeitig (1 bis 5 Minuten) vorinkubiert 
werden (bei etwa 20 bis 40 oC). 

Der Fachmann kann, abweichend davon, durch routinemaiiige Versuche 
die jeweiligen Reaktionsbedingungen optimieren. 

Das erf indungsgemaBe Verf ahren wird gewohnlich in Gegenwart von 
15 Luftsauerstoff sowie in Gegenwart eines Elektronendonors (Oder 
Reduktionsaquivalents), wie insbesondere NADH, NADPH und 
Zn/Co ( III ) sepulchrat , durchgef iihrt . 



10 



rv.^aillie r t , '* B^^schreihuno der Erfindwq 



20 




zur Erzeugung von Varianten mit modif izierten enzymatiachen Ei- 
genschaften stehen im Rahmen des Protein-Engineerings zwei unter- 
schiedliche Strategien zur VerfUgung: zum einen die Methode des 
"rationalen Designs" (4) sowie die Methode der "gezielten Evolu- 
25 tion" (5-7). Fur ein erfolgreiches rationales Design ist ein 

hochaufgelostes dreidimensionales Struktunnodell sowie eine ver- 
tiefte Kenntnis des Enzymmechanismus von zentraler Bedeutung. 
Wahrend fUr das rationale Design die Fahigkeit gezeigt wurde, En- 
zymmutanten zu erzeugen, welche hohe Aktivitat gegenuber nicht- 
30 naturlichen Substraten besitzen (4) ist der Effekt punktfonniger 
einzelner Aminosauresubstitutionen auf die Stabilitat, Aktivitat 
und Spezifitat der Mutanten haufig nicht vorhersagbar. 

Obwohl Rontgenstrukturen von P450 BM-3 in der Protein-Data Bank 
35 (8) hinterlegt wurden, ist die Konformation von Substrat und P450 
wahrend des kritischen Hydroxy lierungssch rittes weiterhin unklar 

fiit die Methode dei gezlelLfeu KvuluLiu n isL tiiute clli- 

zienteNachweismethode fur ein schnelles Screening groBer Biblio- 
theken von Zuf allsmutanten von zentraler Bedeutung. Ein optischer 
40 Test fiir die P450 BM-3-Mutante F87A, welche w-para-Nitrophenoxy- 
carbonsauren (pNCA) verwendet, hat sich als brauchbar erwiesen 
(12, 13). Die Einzelmutante F87A verschiebt die Hydroxylierungs- 
position von Fettsauren von der Position (o-l, o)-2 und oj-3 in 
Richtung der oj-Position (13) und f iihrt auflerdem zu einer voll- 
45 standigen Umwandlung von 12-pNCA im Vergleich zu einer 33 %igen 
umwandlung, welche man fUr das Wildtyp-Enzym beobachtet (12). Da 
jedoch die Monooxygenase-Domane von P450 BM-3 mehr als 400 Amino- 
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sauren umfasst^ koirant das Screening einer Bibliothek von Zufalls- 
mutanten d r Suche nach einer Nadel im Heuhaufen gleich. 

Zur V rb sserung der Ef fizienz der Suchprozedur wurde erfindungs- 
5 gemaB das VerXahren ^es rationalen .Designs mit dem Verfahren der 
gezielten Evolution kombiniert, urn Mutanten mit modif izierter 
Reaktivitat, insbesondere zur Erzeugung von Mutanten mit Spezifi- 
tat ftir Fett sauren mittlerer Kettenlange, zu erzeugen. Die erfin- 
dungsgemafie Methode der "rationalen Evolution" basiert auf einem 
10 Computer-unterstutzten Protein-Modeling, urn eine virtuelle Zu- 
falls-Bibliothek zu erzeugen und urn Reste zu identif izieren, die 
mit hoher Wahrscheinlichkeit die gewunschten Eigenschaften beein- 
flussen. Eine Unter-Bibliothek wird durch Randomisierung dieser 
Reste erzeugt und auf positive Mutanten gescreent. Ausgehend von 

• 15 einem Strukturmodell beginnt man mit der Bestimmung von Resten, 
welche moglicherweise fur die Kettenlangenspezif itat von Bedeu- 
tung sind, Zur Erzeugung von Mutanten mit verbesserten Eigen- 
schaften wird die durch das Model 1 vorgeschlagene Mutationss telle 
mit Hilfe der Sftttigungsmutagene modif iziert. Anschliei3end werden 
20 dann die Einzelmutanten mit den besten Eigenschaften unter Be- 
riicksichtigung des rationalen Designs miteinander kombiniert. Un- 
ter Anwendung dieser kombinierten Strategic konnte insbesondere 
die Aktivitat jvon P450^BM-3 fiir Substrate mittlerer Kettenlange 
verbessert werden. 

25 

Unter Anwendung dieser Strategic und auf gr und der Sequenzhomolo- 
gie zu P450-Enzymen anderen Ursprungs wird es dem Fachmann ermog- 
licht in analoger Weise weitere Mutanten herzustellen, welche 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. 

30 

Die vorliegende Erfindung wird nun durch folgende Beispiele und 
unter Bezugnahme auf beiliegende Figuren naher erlautert. Dabei 
zeigt : 

35 Figur 1 die schrittweise Optimierung von P450 BM-3 fiir das neue 
Substrat 8-pNCA. Die katalytische Effizienz gegeniiber 8-pNCA ist 
fur jed6 Mutant e (in dex EinhelL b ^4 ^) auge g eben; uud 

Figur 2 ein Model 1 des Komplexes der P450 BM-3 -Mutante LARVF mit 
40 dem Substrat 8-pNCA- Die Seitenketten, welche die fiinf besten 
Mutationspositionen aufweisen und die zur Mutante LARVF kombi- 
niert wurden, sind dargestellt (V26T, R47F, A74G, F87V, L188K). 

45 Met hode Is Modellierung des Substrat-P450 BM-3 -Komplexes 
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Die Modellierung des Substrat-Bnzym-Komplexes basierte auf der 
kristallographisch bestimmten Struktur von P450 BM-3, komplexxert 
mit Palmitoleinsaure (9). Diese Struktur ist bei der Protein-Data 
Bank hinterlegt (8). Die beschriebene Kristallstruktur mit exner 
5 Auflosung von 2,9 A enthalt vier Molekule in einer asyrametrischen 
Einheitszelle. Kette A wurde als Referenz fur den modellierten 
Komplex ausgewShlt. Als Substratmolekul wurde ein Modell von 
8-pNCA unter Verwendung des "Molecule Builder" von SYBYL (Tripos, 
inc., St. Louis, USA) erzeugt. Die F87A-Mutation wurde unter Ver- 
io wendung des Biopolymer-Tools von SYBYL erzeugt. Die C-Atome 1 bis 
4 des Substrats wurden in die Bindungsstelle entsprechend den C- 
Atomen 6 bis 9 der gebundenen PalmitoleinsSure plaziert. Die Tor- 
sionswinkel der FettsSurekette wurden entsprechend der Trans-Kon- 
figuration gewahlt. NMR-Untersuchungen fur P450 BM-3-Laurat- und 
15 -12-Bronilaurat-Komplexe zeigten, dass die Protonen der hydroxy- 
I lierten C-Atome (CIO und Cll) etwa 3,0 A vom HMm-Eisen in der 
Oxidationsstufe II entfernt sind (10, 13). Auf der Basis dieses 
Ergebnisses wurden die entsprechenden Atome C7 und C8 von 8-pNCA 
in einem Abstand von 4 A bzw. 3,6 A vom Ham-Eisen platziert. Die 
20 para-Nitrophenoxygruppe wurde manuell in der Bindungstasche an- 
geordnet. AulJerdem wurde die Energie des Komplexes Uber fixierte 
Backbone-Atome minimiert. 



Mothnde 1'. -Qa4-<-iminasmutaaenese 



25 




Die erfindungsgemaJJ verwendeten Mutanten wurden mit Hilfe der 
sattigungsmutagenese unter Verwendung des Stratagene QuikChange 
Kit (La Jolla, Kalifornien, USA) hergestellt. Neun Positionen in 
der Umgebung des Substrat-Bindungskanals , und zwar P25, V26, R47, 
30 Y51, S72, A74, F87 , L188 und M354, wurden fttr die Mutation uber 
das'p450 BM-3-Modeling ausgewahlt. Die Primer fUr jede dieser 
Positionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 



Tabelle 1: 






35 


ausge- 
wahlte 


Primer 




40 

45 


Posi- 
tionen 








P25 


5 ' -gt.tattaaacacagataaannngttcaagctttgatg-3 ' 
5 ' -catcaaagcttgaacnnntttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID NO: 9 

SEQ ID NO: 10 


V26 


5 ' -gttattaaacacagataaaccgnnncaagctttgatg-3 ' 
5 ' catcaaagcttgnnncggtttatctgtgtttaataac-3 ' 


SEQ ID NO: 11 
SEQ ID NO: 12 


R47 


5 ' -cgaggcgcctggtnnngtaacgcgctacttatc-3 ' 
5 ' -gataagtagcgcgttacnnnaccaggcgcctcg-3 ' 


SEQ ID NO: 13 
SEQ ID NO: 14 


Y51 


5 ' -cctggtcgtgtaacgcgcnnnttatcaagtcagc-3 ' 
5 ' -gctgacttgataannngcgcgttacacgaccagg-3 ' 


SEQ ID NO: 15 
SEQ ID NO: 16 
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5 



10 



S72 


5 ' -gctttgataaaaacttannncaagcgcttaaatttgtacg-3 ' 
5 '-cgtacaaatttaagcgcttgnnntaagtttttatcaaagc-3 ' 


SEQ ID NO: 17 
SEQ ID NO: 18 


A74 


5 '-gctttgataaaaacttaaagtcaannncttaaatttgtacg-3 ' 
5 '-cgtacaaatttaagnnntt9acttaagtttttatcaaagc-3 ' 


SEQ ID NO: 7 
SEQ ID NO: 8 


L188 


5 ' ^gaagcaartgaacaagmmoagcgagcaaatccag-S ' 
5 V-ctggatttgctcgct9nnncttgttcattgcttc-3 ' 


SEQ ID NO: 5 
SEQ ID NO: 6 


M354 


5 ' -ggcgacgaactannngttct:gattcctcag-3 ' 
5 ' •ctgaggaatcagaacmintagttcgtcgcc-3 ' 


SEQ ID NO: 19 
SEQ ID NO: 20 


F87 


5 ' -gcaggagacggggttgnnnacaagctggacg-3 ' 
5 '-cgtccagcttgtnnncaaccccgtctcctgc-3 ' 


SEQ ID NO: 3 
SEQ ID NO: 4 



Die Reaktionsbedingungen waren fiir alle mutagenen PCR-Verfahren 
identisch, mit Ausnahme der Annealing-Temperatur, welche in fol- 

15 gender Weise variiert wurde: 50 «>C fiir die Positionen 25, 26, 188 
und 354; 52 fiir die Positionen 47 und 51; und 46 fiir die 
Positionen 72, 74 und 87. Die Reaktionen wurden in 50 jil Reak- 
tionsvolumen durchgefiihrt, wobei jeder Ansatz 17,5 pmol jedes 
Primers, 20 pmol der Template-Plasmid-DNA, 3 U der Pfu-Polymerase 

20 vind 3,25 nmol jedes dNTP enthielt. Die Reaktion wurde bei 95 <>€, 
4 Minuten, gestartet, anschlieflend wurde 20r?mal folgender Thermo- 
cyclus durchlaufen: 95 ^C, 1 Min. ; 46-52 5G, 2,5 Min. ; 72 ^C, 
17 Min.; nach diesen 2G"Cyclen wurde die Rtsaktion 15 Minuten bei 
72 oc fortgesetzt. Fiir die or±sspezifische Mutagenese durch PGR 

25 wurde ein Einzelcodon fiir den Austausch einer Aminosaure veran- 
dert. Fiir. die Randomisierung einer spezifischen Aminosaure wurden 
Primer verwendet, in denen ^nnn** fiir die spezifische Aminosaure 
codiert. Alle PCR-Produktlosungen wurden mit 20 U Dpnl bei 37 
iiber 3 Stunden behandelt, um die urspriingliche, nicht-mutierte 

30 Template-DNA zu verdauen. AnschlieBend erfolgte die Transforma- 
tion in E. coli DH5a« 

Methode 3: Expression und Rei niauna von Wildtyp-Enzym sowie der 
Mutanten 

35 

Das P450 BM-3-Wildtyp-Gen und dessen Mutanten wurden unter der 

pGYTEXPl in E. coli Stamm DH5a (supE44, lacUl69 (SOlacZ M15] 
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) exprimiert. Die einzelne 

40 Punktmutation F87A wurde, wie aus dem Stand der Technik bekannt 
(12), eingefiihrt. Die trans formierten Zellen wurden auf LB-Agar- 
platten ausplattiert, welche 100 jig/ml Ampicillin enthielten. 
Nach 12- bis 24-stiindigem Wachstum wurden die Kolonien mit steri- 
len Zahnstochern aufgenommen und in Mikrotiterplatten mit 96 Ver- 

45 tiefungen plaziert, wobei jede Vertiefung 200 m-I TB-Medium (12 g 
Tryptophan, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin, H2O (dest.) ad. 1 Li- 
ter) mit 100 jxg/ml Ampicillin enthielt. Die Flatten wurden iiber 
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Nacht bei 37 <»C inkubiert. Anschlieflend wurden 40 jil aus jeder 
Vertiefung entnonoaen und in Kulturrohrchen Uberfuhrt, welche 2 ml 
TB-Medium mit 100 txg/ml Ampicillin enthielte, und anschlxeBend 
^rde 2 Stunden bei 37 oc und dann 6 Stunden bei 42 oc -^ub.ert. 

5 Die zellen wurden bei 4000 Upm 5 Minuten abzentrxfugxert, mit Ly- 
sozym aus HuhnereiweiB (1 U/ml) behandelt und dann f 
ren und aufgetaut. Die Zell-Rohextrakte erhielt man durch 10-mx- 
nUtige Zentrifugation bei 14000 Upm. Der so erhaltene Oberstand 
wurde fUr die Aktivitatsmessung eingesetzt. zur Herstellung gro- 

XO I^r En'™n wurde ein 2 l-SchUttelkolben mit 300 ml ^-Medxum 
mit 100 \ig/ml Ampicillin verwendet, bei 37 oc inkubxert und 
2 Stunden bei 200 0pm geschUttelt (OD578™. = 0,8 bis 1,0) und an- 
schlieflend 6 Stunden bei 42 oc inkubiert. Die Zellen wurden durch 
10-minutige zentrifugation bei 4000 Upm gesammelt und xn 15 ml 

15 0 1 M Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,4 suspendiert. Dxe exsgekuhlte 

" s; pension w^rde'mit Hilfe eines Branson Sonifiers (Dxetzen- 
bach, Deutschland, (80 W, 2 Minuten, 3 Cyclen) 

Die suspension wurde 20 Minuten bei 32570 x g zentrxf ugxert . Dxe 
R^hextrakte wurden zur Bestimmung der Enzymaktivitat oder zur En- 
20 zymreinigung verwendet- 

Die Enzymreinigung wurde wie in (14) beschrieben, durchgefUhrt, 
wobei jedoch eine BioPilot-Chromatographieanlage (P*^*";^"^' 
Schweden) verwendet wurde. Die Reinheit des Enzyms wurde durch 
25 Bestimmung des Gesamtproteins sowie der Menge des =nzyms festge- 
stellt. Die Konzentration an gereinigtem Enzym wurde uber 
Differenz zwischen dem Extinktionsspektrums des Carbonylkomplexes 
der Eisen-(II)-form im Vergleich zur Eisen-(II)-form "nter Ver" 
wendung einer molekularen Absorptivitat von 91 mM-i cm-i fur das 
30 Wellenlangenpaar 450 nm und 490 nm bestxmmt (1). 

Viirzerf^r fff»<-i-**nianae 

35 Die Mutante F87A von P450 BM-3 wurde anstelle des W^^^^^f^ ^^^.^^ 
Template-DNA verwend et. Die Mutationen fiir ^^^^ ^""^f 

wurden wxe oben beschrx6beu UexgeBteilL. Jc. u xls eL. a 100 Kolo 

nien wurden zur Durchmusterung des Sequenzraumes an :,eder Posx- 
tion gepickt, in Kulturr5hrchen kultiviert und Zellen wurden da- 
40 raus Isoliert und lysiert. Die zell-Rohextrakte einer 3eden aus- 

gewahlten Kolonie wurden fur den ^^i-^^^^^^^^;;^^"^^^;^^^:'^" 
liche Mutanten, die im Vergleich zu F87A exne hohere A>^txvxtat 
fUr wenigstens ein Substrat mit einer kurzeren Kettenlange als 
15-pNCA zeigten, wurden zur Bestimmung der Mutationen sequen- 
45 ziert. 




BASF Aktieng€|Wlschaft 992061 



Z. 0050/51241 



13 

Die Mutant mit der jeweils hochsten Aktivitat fur 12-pNCA, 
10-pNCA Oder 8-pNCA von alien Mutanten fiir di gieich Position 
vmrde £Ur eine spatere Kombination mit anderen Mutationen ausge- 
wahlt. Die kombini rte Mutation wurde schrittweise durch ortsspe- 
5 zifische Mutagenese ausgefiihrt. Der Kombinatipnsweg ist in Figur 
1 dargestellt. Sechs Kolonien wurden fiir jeden Kombi nations- 
schritt fiir die Bestimmung der Substratspezif itat isoliert. Eine 
Kolonie mit reprasentativer Substratspezif itat wurde ausgewahlt 
und die Substratspezif itMt wurde fiir das reine Enzym bestimmt. 
10 Das Plasmid der ausgewahlten Kolonie wurde fur den nachsten 

Schritt der ortsspezif ischen Mutagenese verwendet. Die Mutationen 
in der Endmutante wurden durch DNA-Sequenzierung bestimmt (ABI 
PRISM^ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und 
ABI Prism™ 377 DNA Sequencer). 

15 

Methode 5; Enzym-Aktivitatstest 

Fiir den pNCA^ Aktivitat St est wurden 8 ^1 einer 10 mM pNCA-Losung 
in DMSO in einer Einwegkiivette in einem Endvolumen von 1 ml 

20 durchgef iihrt . Nach Zugabe von 850 \xl Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, 

pH 8,2) und 0,1 bis 0,4 nmol P450 zu der jeweiligen pNCA-DMSO-Lo- 
sung wurden die Proben 5 Miniiten vorinkubiert, bevor die Reaktion 
durch Zugabe von 50 (iL einer -w£&srigen Ldsung jron 1 mN NADPH ge- 
startet wurde. Zur Bestimmung -Von Kcat und Km wurde eine Kon- 

25 zentrationsreihe fiir die verschiedenen pNCA-Substrate erstellt 
(beziiglich Details des Nachweisverfahrens kann auf (12) verwiesen 
werden ) • 

Zur Durchfiihrung des pNCA^Tests in einer Mikrotiterplatte wurde 
30 eine Platte mit 96 Vertiefungen (Greiner, Frickenhausen, Deutsch- 
land) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamt- 
reaktionsvolumen von 250 \il in Tris/HCl-Puf fer (0,1 M, pH 8,2) 
entweder 60 nmol 8-pNCA, 15 nmol 10-pNCA, 15 nmol 12-pNCA Oder 
15 nmol 15-pNCA, jeweils gelost in 2,5 \il DMSO. Nach 5-miniitiger 
35 Vorinkubation mit 40 \xl P450 BM-3 -Proben wurde die Reaktion durch 
Injektion von 30 [il einer 1 mM NADPH-Losung in jede Vertiefung 

gestartet. Die Fxartien wurden unmittelbar uacli Zuyabe der NADPII 

L5sung. auf einem Platten-Lesegerat bei 405 nm vermessen. 

40 Methode 6; Umsetzung von Carbonsauren mit erf indungsqemaflen Mu- 
tapten und Bestimmung dey Pl^Q4^Kt^ 

a) Chemische Reaktion 

45 Fiir die Hydroxy lierung der Fettsauren in Anwesenheit von P450 
BM-3 bzw- seiner Mutanten wurde folgender Ansatz gewahlt: 
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P450 BM-3-Mutante 20 mg 

R aktionspuffer 20 ml (Tris/HCl SOmM, KCl 250inM, pH 7,8) 
Fettsaure 10 mg 

Aceton 400 jil (2 % v/v) (beschleunigt Reaktion um 

5 Faktor 2) 

Das Enzymlyophylisat wurde vor der Reaktion in 1 ml Reaktionspuf- 
fer gelost und zunachst 30 min bei 36 <»C inkubiert. Die inkubation 
fuhrt wie die Zugabe von 2 Vol.-% Aceton zu einer Aktivitatsstei- 
10 gerung von 60 bzw. 75 %. 

Nach 5-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 500 \il der 
vorbereiteten NADPH-Losung (12,5 mg/ml)- Der Verlauf der Reaktion 
wurde durch Absorptionsmessungen bei 340 ron verfolgt, wobei der 
15 Verbrauch von NADPH beobachtet werden kann. Fur eine stochiome- 
trische Umsetzung waren theoretisch 4 ml NADPH-Losung notwendig, 
eine zu hohe Konzentration an NADPH in der Reaktionslosung fuhrt 
jedoch zur Inaktivierung des Enzyms, deshalb wird der Cofaktor in 
500 [il-Schritten zugegeben. 

20 

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung mit 5M Salzsaure 
bis zu einem pH-Wert von 2 angesauert. Dabei fallen die Fettsau- 
ren bzw. hydroxy lierten Fettsauren aus und fiihren zu einer sicht- 
baren Trubung der Losung. Danach wurde zweimal mit je 10 ml Dich- 
25 lormethan extrahiert und liber Natriumsulf at getrocknet. Nach der 
Filtration Uber einen Faltenf ilter erfolgte die Entfernung des 
Dichlormethans am Rotationsverdampf er oder durch Eindampfen mit 
Stickstoff . Der verbliebene wei/ie Feststoff wurde dann wieder in 
2 ml Dichlormethan aufgenommen und fur die GC -Analyse verwendet. 



30 




b) Gaschromatographische Analyse 



Fiir die Analyse wurde ein Fisons Gaschromatograph (Fisons Instru- 
ments Mega Series, Mainz, Deutschland) mit FID verwendet (Optima 
35 5-Saule, 25 m x 0,25 mm ID, Macherey & Nagel, Duren, Deutsch- 
land ) • 

Zur Analyse wurden Edukte und Produkte mit MSHFBA silyliert. Da- 
bei werden alle Hydroxyl- und Sauregruppen in die entsprechenden 

40 Trimethylsilylether bzw. -ester umgewandelt. Dabei ist darauf zu 
achten, dass die Probe wasserfrei ist, da es sonst zu Nebenreak- 
tionen mit dem Silylierungsagens kommt. Zu 10 \xl der hydroxyfett- 
saurehaltigen Dichlormethan-Losung wurden 15 jxl MSHFBA pipettiert 
und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 25 jxl 

45 Dichlormethan erfolgte die GC-Analyse. 
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Dazu wurde 1 ^1 der silylierten Proben in den Gaschromatographen 
eingespritzt. Injektor- und Detektortemperatur lagen bei 350 °C. 
Folgende Temperatuzprogramme wurden verwendet: 

S Caprylsadre 

100 oc (2 min) ^"'^"^'^ > 200 10?/roin^ (5 min) 

Caprins^ure 

10 100 oc (2 min) ^""^^^^ ^ 140 oq (5 min) 300 (5 min) 

Laurinsaure 

100 oc (2 min) ^''^"^^'^ ^ 170 oc (5 min) 1^11^^300 oq (5 min) 

15 

Belapiel 1; Selektion der Anf anasmutante 

Die Einzelmutante F87A von P450 BM^3 wurde als Ausgangs-Template 
20 verwendet. Wie bereits erwahnt^ wird durch diese Mutation die Hy- 
droxylierungisposition in gesattigten C12- und C14-Fettsauren von 
(0-1, (0-2 und (0-3 in Richtung. der (o-Position verschoben (13). Fur 
die Umsetzung ^von ,12-pNCA und 15-pNCA wurde .ebenfalls gezeigt, 
dass die co-Hydroxylierung dLm Vergleich zum Wildtyp signifikant 
25 verstairkt wird (12). Fiir die co-Hydroxylierung von 12-pNCA erhielt 
man eine vollstandige Umwandlung, verglichen mit einer 33 %igen 
Umwandlung fiir den Wildtyp. Zusatzlich zur erhohten Regioselekti- 
vitat beobachtete man auch erhdhte Aktivitaten fur 12-pNCA und 
15-pNCA (vergleiche Tabelle 2). 

30 




Tabelle 2; Spezifische Aktivitat ausgewahlter P450 BM-3-Mutanten 
fur verschiedene pNCA-Derivate mit unterschiedlicher Kettenlange^ 



35 


Sub- 
s-brat 


WT 


F87A 


L188K 


V26T 


R47F 


S72G 


A74G 


M354T 




15-pNCA 


405 


410 


288 


519 


258 


439 


474 


560 


40 


12-pNCA 


141 


284 


316 


555 


233 


596 


517 


480 




10-pNCA 


339 


92 


207 


106 


52 


150 


103 


171 


8-pNCA 


15 


2 


69 


16 


13 


3 


6 


4 



1 Einheiten spezifischer Aktivitat: nmol/min/nmol P450 



Die erhohte Regioselektivitat von F87A ist anhand des Strukturmo- 
dells verstandlich. Die Substitution des sperrigen Restes F87 
45 durch Alanin vergroBert die Bindungstasche fur die p-Nitropheno- 
xygruppe, welche durch F87, auflerdem durch V78, M2, T260, 1263 
und A264 gebildet wird. Auiierdem wird der Zugang der groBen p-Ni- 
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trophenoxygruppe zur Bindungstasche erleichtert und die steri- 
schen Wechselwirkungen zwischen F87 und den C-Atomen 0)-2 und to-1 
d r pNCA werden eliminiert. Dies ennoglicht eine vorteilhaftere 
Orientierung der to-Position gegeniiber dem Ham-Bisenatom. 

^ B^^a piel 2; s**1a1ctiQn Binzelner Mutationspos i t i onep durch Mo^e- 
l^ ^q, nrtaanezi f ^sr-he RandnmisierunasmutaQeneflP flnBqgVfthUgy 
P^fll^^""**" ^^'^ Screening 

10 1. Selektion der Mutationspositionen 

Das Modell des gebundenen C8-pNCA-Substrats zeigt, dass sich das 
Carboxylat in einem Abstand von 9 und 11 A zu den Carboxylat-bin- 
denden Resten R47 bzw. Y51 befindet. Um Aktivitat gegenUber 
15 C8-Substraten zu induzieren, ist es erforderlich, eine neue Bin- 
dungs s telle zu erzeugen, welche sich in geeigneter Distanz zur 
Carboxylatgruppe des Substrats befindet. Zur Erleichterung der 
Bindung von 8-pNCA sollten zusatzliche Reste innerhalb der Bin- 
dungsstelle positioniert werden. Folgende Reste vmrden ausge- 
20 wahlt: Die Reste R47 und YSl, welche die urspriingliche Carboxy- 
lat-Bindungsstelle bilden. Fur R47 wird die Bildung eines lonen- 
paares zwischen dessen Guanidiniumgruppe und dem Carboxylatrest 
des Substrats vorgeschlagen; Y51 bildet eine H-Brucke mit der 
carboxylatgruppe des Substrats (9). FUr den Palmitoleinsaure/P450 
25 BM-3-Komplex betrSgt die Distanz zwischen dem Ca-Atom von R47 und 
dem C-Atom der FettsSurecarboxylatgruppe 12 A. Samtliche Reste in 
der Hemisphare mit einem 12 A-Radius um die Carboxylatgruppe des 
8-pNCA-Modells wurden bestimmt und nur solche innerhalb der Bin- 
dungstasche mit seitenketten, die in Richtung der Carboxylat- 
30 gruppe der FettsSure weisen, wurden ausgewahlt. So wurden P25, 
V26, S72, A74, L188 und M354 ausgewahlt, welche wahrscheinlich 
eine neue Carboxylat-Bindungss telle fur kurzkettige pNCA-Verbin- 
dungen ausbilden konnten. Diese sechs ausgewahlten Reste befinden 
sich auf sekundaren strukturelementen mit f lexibler Konformation 
35 (11). 



2. Mutation und Screening 

Mutanten von jedem der acht ausgewShlten Reste wurden durch orts- 
40 spezifische Randomisierung des Wildtyp-Codons an den entsprechen- 
den Positionen erzeugt. Um sicherzustellen, dass die meisten der 
19 moglichen Arten von Aminosauren getestet werden, wurden 100 
Kolonien einer jeden Position isoliert, kultiviert und auf Akti- 
vitat getestet. (Damit betragt die wahrscheinlichkeit, jede Ami- 
45 nosaure zu testen, mehr als 95 %, ausgenommen einer Wahrschein- 
lichkeit von 79 % fur Tryptophan und Methionin) . Die Mutanten mit 
einem hoheren Aktivitatswert fur wenigstens ein Substrat mit kur- 



M/40434 



BASF 



Aktieng 




Ischaft 



992061 



Z. 0050/51241 



17 



zerer Kettenlange als 15-pNCA warden fiir die Sequenzierung zur 
Bestimmung der Mutation (Mutationen) ausgewahlt. 

Es zeigte sich, dass Position 188 relativ variabel ist. Die mei- 
5 sten der 100 Kolonien zeigten Aktivitat fiir pNCA, Daraus wurden 
entsprechend ihrer Aktivitat gegeniiber 8-pNCA 37 Kolonien ausge- 
wahlt. 16 verschiedene AminosSiuretypen , einschlieJ31ich dem Wild- 
typ .wurden detektiert. Dieses Ergebnis bestatigte auBerdem, dass 
die Auswahl von 100 Kolonien ausreichend war, um sicherzustellen, 

10 dass die meisten der 20 moglichen Aminosauren getestet werden 
konnen. Von den 15 Substitutionen erhohten die Substitutionen K, 
R, w, Q, N, G, A und S signifikant die katalytische Aktivitat fiir 
Substrate mit kur zerer Kettenlange. Die Substitution von L durch 
negativ geladene Aminosauren fuhrte zu einer Verringerung der Ak- 

15 tivitat gegeniiber 10-pNCA, 12-pNCA und 15-pNCA um das Drei- bis 
Siebenfache • 

Die anderen sieben Positionen wurden in M^hnlicher Weise wie Posi- 
tion 188 randomisiert. Von jeder Position wurden 7 bis 19 Kolo- 

20 nien fur die DNA-Sequenzierung zum Nachweis der Mutation (Muta- 
tionen) ausgewahlt. Die meisten dieser Gene waren entweder nicht 
mutiert Oder das Genprodukt: zeigte eine verringerte Aktivitat fiir 
Substrate kiirzerer Kettenlange (Tests wurden mit reinem Enzym 
durchgeflihrt) • Jewells nur eine Mutante der Positionen 26, 47, 74 

25 und 354, zwei Mutanten der Position 72 und keine Mutante der 
Positionen P25 und Y51 zeigte im Vergleich zu 15«pNCA fiir Sub- 
strate kiirzerer Kettenlange eine hohere Aktivitat. Die Mutante 
mit der hochsten Aktivitat fiir 8-pNCA in Position 188 und Posi- 
tion 72 sowie samtliche Einzelmutanten der Positionen 26, 47, 74 

30 und 354 wurden fiir eine Kombination ausgewahlt. Diese Mutationen, 
welche in obiger TcQ>elle 2 aufgelistet sind, enthalten folgende 
Substitutionen: V26T, R47F, S72G, A74G, L188K und M354T. Im Ver- 
gleich zu F87A erhdhte sich die spezifische Aktivitat gegeniiber 
8-pNCA um den Faktor 0,5 bis 33,5. Jede dieser Mutationen wurde 

35 mit der Ursprungsmutation F87A schrittweise kombiniert. 

BeisDiel 3t Mehrf a chmuLaiiLeu, herciestellt durch gohrittweise Kom^ 
blnation von Mutanten und deren Screening 

40 1. Mutante L (F87A, L188K) 

Die Auswahl der ersten Mutante ist kritisch, da die Kombination 
von Einzelmutanten nicht notwendigerweise in einer Kumulation der 
Einzelef fekte resultiert. Eine falsche Auswahl der ersten Muta- 
45 tion konnte in die Richtung eines Evolutionsweges lenken, der 
nicht zu einer optimalen Mehrf achmutation fvihrt. Im Falle eines 
groflen Ausgangspools von Einzelmutanten ist daher eine enorme 
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kombinatorische Vielfalt wahrscheinlich, und das Auffinden der 
gewiinschten Mehrfachmutante ist folglich unwahrscheinlich. 

Zwei Kriterien sprechen fur die Auswahl der Mutante L als Aus- 

5 gangspunkt: deren erhohte Aktivitat gegenliber 8-pNCA im Verglexch 
2U alien anderen Mutanten (Tabelle 2) sowie die VerSnderungen xn 
der Enzym-Substratwechselwirkung und den Eigenschaften der Bin- 
dungsstelle. Zur Verif izierung dieser Veranderungen wurden Struk- 
turmodelle der ausgewahlten Mutanten dadurch erzeugt, dass man 
10 die Seitenketten der Mutationspositionen mit Hilfe der SYBYL-Me- 
thode ersetzte. 1.188 ist am C-Tenninus der a-Helix F lokalisxert. 
Diese Helix und die benachbarten G Helices erfahren die groBte 
Verschiebung durch eine Substratbindung (9). Das Modell veran- 
schaulicht, dass ein Austausch von Leucin durch Lysin zur Bildung 

15 einer neuen putativen Carboxylat-Bindungsstelle fUhrt. Der Ab- 
stand zwischen der Aminogruppe von K188 und dem Carboxylatrest 
von 8-pNCA betragt 6 A und ist somit vergleichbar mit dem experx- 
mentell bestimmten Abstandswert fur die Carboxylatgruppe der Pal- 
mitoleinsaure und der Guanidiniumgruppe von R47 (dem ursprunglx- 

20 Chen Bindungsrest) . Die Distanz zwischen der Guanidiniumgruppe 
von R47 und der Carboxylatgruppe von 8-pNCA betrSgt 11,4 A. Es 
kann daher vorgeschlagen werden, dass die lonenpaar-Wechselwxr- 
kungen zwischen der Carboxylatgruppe des Substrates und K188 zu- 
sammen mit dem hydroxylierten C8-Atom in reaktiver Distanz zum 

25 HSm-Eisenatom erfolgen. 

Die anderen fiinf Mutanten wurden schrittweise mit der Mutante L 
durch ortsspezif ische Mutagenese kombiniert (vergleiche Fxgur 1) . 
Fur jeden Mutagenese-Schritt wurde ein Strukturmodell der selek- 
30 tierten Mutanten erzeugt. Anhand dieses Modells wurden dxe Bxn- 
flusse der erzeugten Mutanten auf die Substratbindung untersucht 
und eine rationale Erklarung fUr die optimierten Eigenschaften 
der Mutanten und ihrer Kombinationen wurde davon ausgehend vorge- 
schlagen. 



35 



2. Mutante LA (F87A, L188K, A74G) 



40 



45 



Die katalytische Ef fektivitat gegenuber 8-pNCA erhohte sich durch 
Einfuhrung der Mutation A74G in die Mutante L. A74 befindet sxch 
am N-Terminus der a-Helix B' - Da die Seitenkette von A74 sterxsch 
mit der Aminogruppe von K188 interagiert, wird durch einen Aus- 
tausch von A74 durch Glycin diese wechselwirkung elimxniert, wo- 
durch eine vorteilhaf tere Orientierung der Seitenkette gegenuber 
der carboxylatgruppe des Substrats ermoglicht wird. 

3. Mutante LAR (F87A, L188K, A74G, R47F) 
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Die Verbesserung der katalytischen Effizienz fur 8-pNCA gelang 
durch Einfiihrung der zusStzlichen Mutation R47F. Die Mutation 
R47F hat zwei mSgliche Effekte. Phenylalanin behindert die ur- 
sprtingliche Carboxylatbindung und vergroflert den dem LQsungsmit- 
5 tel ausgesetzten hydrophc^n JUaschnitt am Eingang des Bindungska- 
nals, der von den Resten Fll, L14, L17, P18, P45 und A191 gebil- 
det wird (vergleiche Figur 2). Dieser hydrophobe Abschnitt ist 
von besonderer Bedeutung fUr die Substratanbindung (11). 

10 4. Mutante LARV (F87A, L188K, A74G, R47F, V26T) 

Wird die Mutation M354T der Mutante LAR hinzugefugt, so verrin- 
gert sich Kcat fur 8-pNCA. M354T wurde deshalb aus weiteren Kom- 
binations-Versuchen ausgeklammert. Fugt man jedoch die Mutation 

15 V26T der Mutante LAR zu, so zeigt die resultierende Mutante LARV 
einen geringfugig hoheren Kcat-Wert und einen geringfUgig gerin- 
geren Km-Wert als LAR. Die katalytische Effizienz gegenuber 
8-pNCA erhdhte sich. Wird statt dessen die Mutation S72G in der 
Mutante LAR durchgeftthrt, so verringerte sich Kcat fur 8-pNCA. 

20 Aus diesem Grund wurde die Mutante LARV fUr weitere Mutationen 
ausgewUhlt . 

V26 ist am N-Terminus der o-Helix A lokalisiert. Das Modell weist 
darauf hin, dass T26 die Rolle. des ursprUnglichen Restes Y51 der 
25 Bindungsstelle ubernehmen konnte und die Carboxylatgruppe des 
Substrates durch Ausbildung einer H-Brucke stabilisieren kSnnte. 
Der Abstand zwischen der Hydroxylgruppe von T26 und der Amino- 
gruppe von K188 betrSgt 6,9 A. Verglichen mit der ursprUnglichen 
Bindungsstelle ist dieser Abstand um etwa 2 A grofler (4,8 A zwi- 
30 schen der Hydroxygruppe von Y51 und der Guanidiniumgruppe von 
R47). Es besteht somit die Moglichkeit, dass die K188-haltige F- 
Helix weiteren Konformations-Anderungen unterzogen wird, aufgrund 
derer 8-pNCA tiefer in der Bindungs region festgehalten wird und 
die Distanz zwischen T26 und K188 verringert wird. 



35 



5. Mutante LARVF (F87V, L188K, A74G, R47F, V26T) 



ES konnte gezeigt werden, dass Position 87 von besonderer Bedeu- 
tung fur die katalytische AktivitSt und die Substratspezifitat 

40 des Enzyms ist (3, 13). Die Mutante LARV wurde deshalb in Posi- 
tion 87 durch ortsspezif ische randomisierte Mutagenese optimiert. 
Von 100 Kolonien wurde eine Mutante erhalten, welche eine kataly- 
tische Effizienz von 3,5*104 s-i M-i gegenuber 8-pNCA zeigte. Die 
DNA-Sequenzdaten ergaben, dass Alanin in Position 87 durch Valin 

45 ersetzt war. 
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Aus d r Kristallstruktur (11) und frUheren Experimenten (3, 13) 
ist bekannt, dass R87 wichtig fur den Zugang d s Substrates zum 
Ham-Eisen ist. Die sperrige para-Nitrophenylgruppe d^^^es Sub- 
strata machte es notwendig, die GroB d r Bindungsstelle durch 
5 den Austausch von Phenylalanin durch Alanin zu -hShen D^ch den 
Austausch von A87 durch Valin wird der Kontakt von C„ mxt dem Ham- 
Eisenatom aufgrund sterischer wechselwirkungen zwischen dem 
Bthersauerstoff und der Seitenkette von V87 verbessert. 

10 Die Daten zeigen, dass zwei Schlusselschritte, F87A zu ^ ""^ 
zu lARVF, die katalytische Effizienz gegenUber 8-pNCA erhohten. 
ES stent sich deshalb die Frage, ob die anderen 
der Mutante LARVF wieder ruckgSngig gemacht werden konnen, ohne 
die Aktivitat fur 8-pNCA zu verlieren. Deshalb wurden Mutanten 

15 hergestellt, die statt der Mutation F87A die Mutatxon F87V ent- 
halten. Diese Mutanten tragen folgende Bezeichnungen: 

1.) L7V mit den Mutationen F87V L188K 
2 ) AL7V mit den Mutationen F87V L188K A74G 
20 3*.) AKI.7V mit den Mutationen F87V L188K A74G R47F 

Bei den AktivitStstests wurden folgende Ergebnisse erhaltens 

Tabelle 3: Kinetische Parameter von P 450 BM-3-Mutanten P^CA- 
25 D^taL interschiedlicher Kettenlange, ermittelt bei pH 8,0 und 

25 OC 




Die Ergebnxsse zeigen, da.s dxe MutaiiLeii L . Q7V uud L7V lur daa 
Substrat 8-pNCA keinen messbaren Umsatz zeigen. Dxe Ergebnxsse 
zeigen weiterhin, dass die Vierf achmutante ARL7V exne noch bes- 
40 sere katalytische Effizienz aufweist als die Funf fachmutante 
ARVIiF. 

Die Mutanten ARL7V und ARVLF zeigen weiterhin hohe Aktivitaten 
fur caprinsaure (CIO), die um zwei Kohlenstof f atome '^"'^^^^J'f 
45 als das native kurzeste Fettsaure-Substrat des Wildtyp-Enzyms . 
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AuJierdem wurd n a)-4-monohydroxylierte Produkte beobachtet, wenn 
Laurinsaure (C12) als Substrat vervendet wird, wohingegen das 
Wildtyp-Enzym von P450 BM-3 nur in den Positionen co-l, a)-2 und 
Q)-3 aktiv ist. 



Beispiel 4; Bestiinmung der bevorzuoten Hvd roxvlierunasnoaition 
10 fiir Carbonsauren unterschi edlicher Kettenlanae und varachiedene 
Mutanten und Veraleich mit dem Wildtvp-Enzyni 

Die ReaktionsansStze werden gemSA oben beschriebener Methode 6 
aufgearbeitet und analysiert. 

15 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle 4 zusainmengef asst. 



Tabelle 4; 



20 


Hydroxylierungs- 
positionen 


Caprinsaure (CIO) 
[%] 


Laurinsaure (C12) 
t*I 




.wixatyp 












34 




CO— 2 






25 


m-l 




38 




Mutante L7V 








to- 3 




53 




(D-2 




30 


30 


(0-1 




17 




Mutante F87V 








o>-3 




51 




co-2 




25 


35 


0)-l 




24 




Mutante AL7V 
6)-3 








(0-2 




26 ■■ 

54 


40 


(0-1 




18 


Mutante ARL7V 








(0-3 


14 


35 




co-2 


33 


50 


45 


(0-1 


53 


15 


Mutante ARVLF 








(0-3 


15 


34 
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(0-2 


30 


53 


0>-l 


55 


13 



Auffallend bei der Hydroxylierung von Laurinsaure ist zunachst 
ein Wechsel der Regioselektivitat beim Ubergang vom Wildtyp zu 
P450 BM-3 F87V, das eine co*3*Hydroxylierung bevorzugt kataly- 
siert, ebenso wie P450 BM*3 L7V. Beim Ubergang zur Dreifachmu- 
tante andert sich die Regioselektivitat erneut, P450 BM-3 AL7V, 
P450 BM-3 ARL7V und P450 BM-3 ARVLF dirigieren die Hydroxylierung 
bevorzugt in die a)-2 -Position. 

Alle GC-Analysen zeigen, dass Caprinsaure nur von P450 BM-3 ARVLF 
und P450 BM-3 ARL7V umgesetzt wirdr bei den anderen Mutanten 
wurde ein Umsatz unter 1 % festgestellt. Beide Enzyme weisen fast 
identische Regioselektivitat, mit der Bevorzugung co-l-Position 
au£. 



Zur Bestimmung der Reaktionsausbeuten wurden Gaschromatogramme 
2Q von Standards aufgenommen. Als Eduktstandard fand eine Caprin- 
saure- bzw. Laurinsaure 15 sung mit Oichlormethan als Losungsmittel 
(Konzentration 0,5 mg/ml) Verwendung. Aufgrund der FID-Detekti- 
onsmethode konnen die Peakf lachen von Edukt und Produkten nicht 
einfach zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden, da Molekiile un- 
25 terschiedlicher Struktur- und Summenformel bei der Verbrennung 
unterschiedliche lonenstrome erzeugen. Diese lonenstrome sind 
nicht proportional zum Stof fmengenverhaltnis von Edukt und Pro- 
dukten- Als Produktstandard wurde deshalb kauflich erwerbbcure 
10-Hydroxycaprinsaure bzw. 12 -Hydroxy laurinsaure verwendet. Die 
3Q Summenformeln der Standards und der Produkte sind gleichr und die 
Struktur unterscheidet sich nur in der Stellung der Hydroxyl- 
gruppe, weshalb bei gleichen Stoffmengen annahernd von gleichen 
detektierbaren lonenstromen ausgegangen wird. 

35 Bei den Hydroxy lierungen von Caprinsaure mit P4S0 BM-3 ARVLF und 
P450 BM-3 ARL7V-Katalyse betrugen die kumulierten Ausbeuten an 
Produkt 5 7 % bzw, 38 %. Bei den Hydroxylierungen von Laurinsaure 
betrug die Ausbeute bei P450 BM-3 ARVLF-Katalyse 51 bei alien 
anderen Mutanten und dem Wildtyp zwischen 38 % und 40 %. 

40 



45 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Modifizierte Cytochrom P450 Monoxygenasen 
<130> M/40434 

<140> 
<141> 

<160> 20 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3150 
<212> DNA 

13> Bacillus megaterium 

20> 
<221> CDS 
<222> (4) . . (3150) 

<400> 1 ttt aqa gag ctt aaa 48 




gtc 

# 



<400> 1 ^ ttt qqa gag ctt aaa 

s III r/s III q s r/o r,3 s ..e i?y iiu 
iro nj "1 in tj: ^" '.^s q 
S 1^1 ^» 0?' - - - - - - "1 " 

35 

1-ta tea aqt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 
?S? "yr LeS llr .ij a'., Le„ II. Lys GIu Cy, «P 
% 50 

W vv*- aaa aac tta agt eaa gcg ett aaa ttt gta cgt 

1; P"e ..u sL Ma Le. Lys PHe v.l Ar, 

65 ''^ 
gat ttt gea gga gae ggg tta ttt aca age tgg aeg eat gaa aaa aat 

j^ qp Pho Ala r,W AS P GlY Leu P he Thr Ser irp ^ 

80 

4. ai-n tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 

J- tys Tsl III II' P.O sir P.e Se. 0.n 0X„ 

100 -^-"^ 

ryt Sy »fs ^'el Zl V. Te^ 

115 ^20 

^^4- r^ha aat aca qat gag cat att gaa gta ccg gaa 
eaa aag tgg gag cgt eta aat gca gat y y 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu Hxs He Giu 
130 

gae atg aca cgt tta aeg ett gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Giy f 



96 



336 



384 



432 



480 



25 



145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 528 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 

160 165 170 175 

agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac, aag ctg cag cga gca 576 

Ser Met Val Arg Ala Leu Asp.Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 

180 185 190 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 624 

Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 672 

Asp lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys lie lie Ala Asp Arg 
210 215 220 



# 



aa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg eat atg eta aac 720 
s Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 



gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ecg ctt gat gac gag aac att cgc 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu. Asp Asp Glu Asn lie Arg 
240 245 250 255 




768 



tat caa att att aca ttc„tta att geg gga cae gaa , aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin lie lie Thr Phe Leu lie Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 
260 265 270 

ctt tta tea ttt geg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 864 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 

age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc gge atg gtc tta aac 960 
r Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 

gaa geg ctg cgc tta tgg cca act get cct geg ttt tec eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa ggc gac 105 6 

t^yu fl^ f i ac^i fPl i v« Vnl t . oh riy Cly nin Tyr Pro Leu G l u Lys Gly Asp 

340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cae cgt gat aaa^aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp 
355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

geg att ccg cag cat geg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt geg 1200 
Ala lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 



26 




Cys lie Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cct gaa ggc ttt gtg gta aaa 
Asp lie Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 
435 440 445 

gca aaa teg aaa aaa att ccg ctt ggc ggt att cct tea cct age act 
Ala Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly lie Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 

gaa cag tct get aaa aaa gta cge aaa aag gca gaa aac get cat aat 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
465 470 475 

g ccg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 
r Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 
480 485 490 495 

acg geg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ccg 
Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp lie Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 
500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea eae gee gga aat ctt ccg cge gaa gga 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

get gta tta att gta acg geg tct tat aac ggt cat ccg cct gat aac 
Ala Val Leu lie Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac eaa geg tct get gat gaa gta 
Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 



# 



ggc gtt cge tac tec gta ttt gga tge ggc gat aaa aac tgg get 
's Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
60 565 570 575 



act acg tat eaa aaa gtg cct get ttt ate gat gaa acg ctt gee get 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe lie Asp Glu Thr Leu Ala Ala 
580 585 590 



aaa ggg gca gaa aac ate get gac cge ggt gaa gca gat gca age gac 
Lys Gly Ala Glu Asn lie Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp lie Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 



tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gcc geg gat atg ccg ctt 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 
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gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 
Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
660 665 670 



2016 



ctt caa cag oca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 
Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 
675 680 685 



2064 



ctt oca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 
Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie 
690 695 700 



2112 



cct cgc aac tat gaa gga ata gta aac cgt gta aca gca agg ttc ggc 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 



2160 



eta gat gca tea cag caa ate cgt etg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 

cat ttg cca etc get aaa aca gta tec gta gaa gag ctt ctg caa 2256 
^a His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 
740 745 750 




tac gtg gag ctt caa gat cct gtt acg cgc acg cag ctt cgc gca atg 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 



2304 



get get aaa acg gtc tgc . ccg -ceg. cat aaa gta gag ctt gaa gee ttg 
Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val. Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 



2352 



ctt gaa aag caa gcc tac aaa gaa caa gtg ctg gca aaa cgt tta aca 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 



2400 



atg ctt gaa ctg ctt gaa aaa tac ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 2448 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
800 805 810 815 

ttt ate gcc ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 2496 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie 
820 825 830 




tct tea tea cct cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 
Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser 
835 840 845 



gtt gtc tea gga gaa gcg tgg age gga tat gga gaa tat aaa gga att 
Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie 
850 855 860 



2544 



2592 



gcg teg aac tat ctt gee gag etg caa gaa gga gat acg att acg tgc 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys 
865 870 875 



2640 



ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg etg cca aaa gac cct gaa 
Phe lie Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 



2688 



acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga 
Thr Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 
900 905 910 



2736 



28 




qgc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 
Glv Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
^ 915 920 925 

qga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 
Glv Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

ctg tat caa gaa gag ctt gaa aac gee caa age gaa gge ate att acg 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr 
945 950 955 

ett eat acc get ttt tct cgc atg cca aat cag ccg aaa aca tae gtt 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 9'^ 

caa eac gta atg gaa caa gac gge aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 
Gin His Val Me? Gin Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 
980 985 990 

■aa qga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 
^n Gly 111 His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
995 1000 1003 

acc gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 
Ala ?al Su Ala Th? Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val Hxs Gin Val 
1010 1015 1020 

aat qaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa gge 
ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



<210> 2 
11> 1043 
2> PRT 

3> Bacillus megaterium 

^hr°ile Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

T^.. T.^„ To., n^n Thr Asn Lvs Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 

20 25 30 




2784 



2832 



2880 



2928 



2976 



3024 



3072 



3120 



3150 



Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 
35 40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 

ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 80 

Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 
85 90 95 



Lys Lys Ala His 



Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala Met 



29 



100 



105 



110 



Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu Asp 
130 135 140 

Met Thr Arg Leu Thr, Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr Ser 
165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 
180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 
195 200 205 

e Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 
225 230 235 240 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu„Asn He Arg Tyr 
245 250 255 

Gin He He Thr PJie^Leu -He Ala._Gly His^Glu Thr^Thr Ser Gly JLeu 
260 : 265 270 

Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val . Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
27 5 280 285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 




Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 

5 310 315 320 

'a Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 

325 330 335 



Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 
340 345 350 



Tfln MPt Val T.P>n T 1 Prn nin T.p>i i His Arg ASD Lvs Thr He Trp Glv 
355 360 365 



Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser Ala 
370 375 380 

He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 
405 410 415 

Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 
420 425 430 



He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 



I 



30 



435 



440 



445 



Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 470 475 480 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 
485 490 495 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 
500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 

Gin Phe val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
550 555 560 




s 
^A5 



Glv val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 
565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 

585 590 



580 



Gly 



Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 



595 



600 



605 



Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp Val 
610 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 



625 



630 



635 




Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 
645 650 655 

's Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 
660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 
675 680 685 

p,-» T.y^ r,1n aiA Ser Tvr r,ln Glu Glv Asp His Leu Gly V al He Pro 



690 



695 



700 



Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 "^lO ■'^^ ^ 



Asp 



Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 



725 



730 



735 



His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 
740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 



Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 



31 



770 



775 



780 



Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 
805 810 815 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser lie Ser 
820 825 830 

Ser Ser Pro TUrg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser lie Thr Val Ser Val 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie Ala 
850 855 860 



Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr lie Thr Cys Phe 
65 870 875 880 



Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 
885 890 895 



Pro Leu lie Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 
900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys..Gln,Leu Lys Glu JSln Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His , .Glu Asp Tyr^ Leu 
930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala. Gin Ser Glu Gly lie lie Thr Leu 

945 950 955 9^60 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 
965 970 975 




His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp Gin 
^ 980 985 990 

y Ala His Phe Tyr lie Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 1005 



Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 



Glu Ala Asp Ala Arrj T.pn Trp T,p>u Gin HT n Leu Glu Glu Lys Glv Ara 
025 1030 1035 1040 



Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Priraer 



32 



<4O0> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 



<210> 4 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 



<2f3^ Beschreibung der kunst lichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 



<210> 5 
<211> 34 
12> DNA 
3> KUnstliche Sequenz 



^^212> 
^^220> 



<22?J Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 



<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

^223^ Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
ctggitttgc tcgctgnnnc ttgttcattg cttc 



0> 7 
11> 41 
<212> DNA 
<213> Kunstliche Sequenz 

^223^ Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 



gcJtJgltaa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



<210> 8 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 



33 



<210> 9 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung .der kOnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 9 

gttattaaac acagataaan nngttcaagc tttgatg 




<210> 10 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<:220> 

.23> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
00> 10 

catcaaagct tgaacnnntt tatctgtgtt taataac 



<210> 11 

<211> 37 

<212> DNA 

<213> Kunstliche 



Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 11 

gttattaaac acagataaac cgnnncaagc tttgatg 




<210> 12 
<211> 37 
12> DNA 
3> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 

<400> 12 

catcaaagct tgnnncggtt tatctgtgtt taataac 



<210> 13 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 13 

cgaggcgcct ggtnnngtaa cgcgctactt ate 



<210> 14 
<211> 33 



34 



<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 14 

gataagtagc gcgttacnnn accaggcgcc teg 



<210> 15 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 15 

:ggtcgtg taacgcgcnn nttatcaagt cage 



<210> 16 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Prxmer 
<400> 16 

gctgacttga taannngcgc gttacacgac cagg 



<210> 17 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 

3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
^400> 17 

gctttgataa aaacttannn caagcgctta aatttgtacg 



<210> 18 
<9^^> 40 




<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 18 

cgtacaaatt taagcgcttg nnntaagttt ttatcaaagc 



<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



35 



<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<400> 19 

ggcgacgaac tannngttct gattcctcag 



<210> 20 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR-Primer 
<4O0> 20 

ctgaggaatc agaacnnnta gttcgtcgcc 



I 



BASF AKrx ages xxscnaxi^ 



Pat ntanspriiche 



1. 



10 2. 



3. 



15 



20 



4. 



25 5. 



Modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase , welche durch orts- 
spezif ische Mutagenese ihres Substrat-bindenden Bereichs im 
Vergleich zum Wildtyp ein verandertes Substratprofil bei der 
terminalen und/oder subtenninalen enzymatischen Hydroxylie- 
rung von aliphatischen Carbonsauren zeigt. 

Monooxygenase nach Anspruch 1, abgeleitet von Cytochrom P450 
Monooxygenasen bakteriellen Ursprungs. 

Monooxygenase nach Anspruch 2, abgeleitet von cytochrom P4 50 
Monooxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit einer Amino- 
sSuresequenz gemau SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funk- 
tionale Mutation in einem der folgenden Aminosauresequenzbe- 
reiche aufweist: 24-28, 45-51, 70-72, 73-82, 86-88, 172-224 
und 352-356, mit der Maflgabe, dass mehr als einer dieser Be- 
reiche mutiert ist, wenn das Enzym die Mutation F87A trSgt. 

Monooxygenase nach Anspruch 3, enthaltend wenigstens je eine 
funktionale Mutation in den Aminosauresequenzbereichen 86-88 
und 172-224. 

Monooxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , dass 
sie wenigstens eines der folgenden Aminosauresubstitutionsmu- 
ster aufweist: 




a) F87V; 

30 b) F87A L188K; 

c) F87V L188K; 

d) F87A L188K A74G; 

e) F87V L188K A74G; 

f ) F87A L188K A74G R47F; 
35 g) F87V L188K A74G R47F; 

h) F87A L188K A74G R47F V26T; Oder 

i) F87V L188K A74G R47F V26T; 



40 



45 



sowie funktionale Aquivalente davon. 
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6. 





sie 


eine 




auf weist : 


5 


o 1 

a) 


170 Cm 




b) 


R47P, 




c) 


S72G, 




d) 


A74G, 




e) 


P87V, 


10 


f) 


L188Z 










g) 


M354T 



15 



20 



sowie funktionale Aquivalente davon. 

7. Nukleinsauresequenz kodierend fur eine Monooxygenase nach ei- 
nem der vorherigen Anspriiche. 

8. Expressionskonstrukt, enthaltend unter ^der genetischen Kon- 
trolle regulativer NukleinsMuresequenzen eine kodierende Se- 
quenz, welche eine Nukleinsauresequenz nach Anspruch 7 um- 
fasst. 



• 



9. vektor, umfassend weoigstens . ein Bxpressionskonstrukt nach 
25 Anspruch 8. 

10. Rekombinanter Mikroorganismus , trans formiert mit wenigstens 
einem Vektor nach Anspruch 9. 

30 11. Mikroorganismus nach Anspruch 10, ausgewahlt unter Bakterien 
der Gattung Escherichia. 

12. verfahren zur enzymatischen Herstellung von terminal Oder 
subterminal hydroxylierten aliphatischen Carbonsauren, da- 
35 durch gekennzeichnet, dass man 

al) einen rekoinbinanten Mikrooroan ismus nach A nspruch lo ort^r- 



40 



11 in Gegenwart eines Kulturmediums das die wenigstens 
eine hydroxylierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hy- 
droxy lierbares Carbonsaurederivat kultiviert; oder 

a2) ein Reaktionsmedium, enthaltend wenigstens eine hydroxy- 
lierbare Carbonsaure oder wenigstens ein hydroxylierbares 
Carbonsaurederivat, mit einem Enzym nach einem der An- 
*5 spruche 1 bis 6 inkubiert; und 



M/40434 



BASF Akti ngesellschaft ss^uo* 

3 

Dildete hydrox; 

liert . 



3 

b) das gebildete hydroxylierte Produkt aus dem Medium iso- 



13, 



verfahren nach Anspruch 12, dadurch ^ekennzeichnet, dass man 
als hydroxylierbare CarbonsSur eine cS-CSO-Monocarbonsaure 
Oder ein Derivat davon einsetzt. 



10 



15. 



• 



14 verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass ^ 
lis hydroxylierbare Carbons.ure eine <^e-^"-''-°-^^^^^^^^^^ 
Oder ein Derivat davon und als Monooxygenase exne Mutante ge 
ma/5 Anspruch 5 einsetzt. 

verfahren nach Anspruch 13, dadurch ^^^^^^^^t^^^^'faUonsaur 
als hydroxylierbare Carbonsaure eine Cij-Cao-Monocarbonsaure 
15 oier Sn Srivat davon und als Monooxygenase eine Mutante 

ausgewahlt unter den Einfachmutanten F87A, F87V, V26T, S72G, 
A74G und M354T, und den Mehrf achmutanten 
F87A L188K A74G R47F; 
F87V L188K A74G R47F; 
F87A L188K A74G R47F V26T; Oder 
F87V L188K A74G R47F V26T; 
einsetzt. 

verfahren nach einem der AnsprUche 12 bis f^^f^J^^^r 
zeichnet, dass man die Reaktion in Gegenwart exnes Blektro 
nendonors oder ReduktionsSquivalents durchfuhrt. 

verfahren nach Anspruch 16, dadurch ^^^^^^^^^i^*^"^^' J"" fj^ 
Blektronendonor oder das Reduktionsaquivalent ausgewahlt xst 
unter NADH, NADPH und Zn/Co(III)sepulchrat. 



20 



16 

25 
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Zussumnenfassung 

5 p^^nT^^^^^"""^ Erfindung betrif ft modifiziert Cytochrom 

rlnrfl Tvr^^^"^^^" "^"^ verandertem Substratprof il, dafur kodie- 
rende Ruklexnsauresequenzen, _Expressionskonstrukte und Vektoren, 
rekorjbxnante Mikroo^ganismen, weXche diase Vektoren enthalten so- 
wie verfahren zur mikrobiologischen Herstellung terminal oder 
subterniinal hydroxylierter aliphatischer carbonsSuren. 



3 
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Fig. 1 



